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Resumen 
Una mezcla de péptidos sintéticos correspondientes a regiones conservadas e 
inmunodominantes de las proteínas gp41 y p24 del virus de inmunodeficiencia humana 
tipo 1 (VIH 1) y de p36 del VIH tipo 2, se emplearon como antígenos para el desarrollo 
de un sistema de microelisa para la detección de anticuerpos específicos antiVlH en 
suero de pacientes infectados. Este abordaje multiepitópico permite la elaboración de 
un ELlSA rápido (20 minutos) con unasensibilidaddel 99% y unaespecificidaddel 100% 
cuando se enfrenta con un panel de 300 sueros: 100 de pacientes seropositivos y 
pacientes con SlDA y 200 muestras de donantes sanos. Estos resultados sugieren que 
el sistema de microelisa rápido posee una sensibilidad y especificidad comparables a 
la de los estuches comerciales de tercera generación disponibles actualmente. 
Summary 
This paper describes the development of a third generation method for the detection of 
specific antibodies againstthe Human lmmunodeficiency Virus (VIH) types 1 and 2. The 
method usesa~icro~l isa,  based on the useof amixtureof syntheticpeptidesasantigens 
derived from gp41 and p24 of HIV 1 and p36 of HIV 2. This system requires a total of 
twenty minutes (20') in order to obtain a result with 100% specificity and 99% sensitivity, 
comparable to the new third - generation commercially available systems. 
Desde la identificación del virus de la inmunode- muy calificado y laboratoriossofisticados, lo cual 
ficiencia humana(VIH)comoelagente infeccioso hace que dichas técnicas se hagan a costos muy 
causante del SlDA (1,2) se han hecho grandes elevados. 
avancesen el desarrollode métodosdiagnósticos 
para la detección de la infección por VIH. Así, los métodos serológicos continúan siendo 
una herramienta esencial oara la detección de 
Los métodos serológicos son 10s más usuales sangreodeproductossang;ineoscontaminados 
para la detección de individuos infectados por (6). VIH (3,4) sin embargo, se han implementado 
métodos tales como cultivos celulares in vitro, LOS primeros sistemas comerciales para la 
uso de sondas de ADN específicas y amplifica. deteccióndeanticuerposantiVIHfueron estuches 
ción genética, para el aislamiento y detección del de ELlSA(Enz~meL~nkedlmmunosorbentAssafl, 
virus de la inmunodeficiencia humana (5); pero Y hastael presente, latécnicade ELISAes la más 
estos procedimientos sólo se llevan a &b8 en fecuentementeutilizadaparadetectaranticuerpos 
centrosespecializadosquecuentancon personal antiVlH especificos. Continuas modificaciones a 
estos estuches se han hecho desde la salida al 
Director de lnvestigacion y Desarrollo, Alpha Diagnostics mercado del primero en IgB5 y su sensibilidad y 
National Research. especificidad se ha mejorado sustancialmente. 
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Muchos de los estuches empleados alrededor 
del mundoparapruebasdetamizaje parainfección 
porVIH, son aquéllos conocidoscomode primera 
generación, los cuales se elaboran cubriendo 
placas para microelisa o esferas de poliestireno 
con lisados purificados de VIH aislado a partirde 
cultivos celulares, de acuerdo a los métodos 
establecidos por Popovic eta1.(7). Recientemente, 
los estuches para ELlSA han empezado a elabo- 
rarse empleando proteínascomoantígenos, bien 
sea aisladas mediante columnas de afinidad o 
proteínas recombinantes del VIH, las cuales se 
conocen comosistemas de segundageneración. 
Actualmente se están imponiendo, debido a su 
mayor sensibilidad y especificidad, los sistemas 
basadosen el usode péptidos, bien seasintéticos 
o recombinantes, conocidos como estuches de 
tercera generación. 
Así, la generación y desarrollo de nuevas 
tecnologias lleva a la creación de sistemas 
diagnósticos más rápidos, simples y seguros 
para la detección de la infección por el VIH, lo 
cual implica que se hagan diagnósticos cada vez 
más seguros y exactos (8-12). El microelisa 
rápido que aquí se describe corresponde a un 
sistema de tercera generación, que posee una 
elevadasensibilidad y especificidad, 99% y 100% 
respectivamente, ademásde un protocolosencillo 
y rápido, siendo éste el primero de su género 
desarrollado en el país. 
Materiales y métodos 
Antígenos sintéticos 
Para la detección de anticuerpos antiVlH por 
microelisa indirecta, se emplearon péptidos sin- 
téticos miméticos como antígenos. Estos se 
elaboraron a partir de las secuencias inmunodo- 
minantes conservadas de las proteínas Gp41 y 
Tabla 1. Secuencias originales correspondientes a 
regiones inmunodominantes conservadas deVIH 
Virus Proteína Gen Secuencias Péptidos 
VIH 1 Gp41 env Leu.Gly. Leu.Trp.Gly.Lys. P1 
Ser.Giy.Lys.Leu.ile.Cys. 
VIH 1 p24 gag Pro.Ser.Lys.Gly.Arg.Pro.Gly. P2 
VIH 2 p36 en" Ans.Ser.Trp.Gly.Lys.Ala. P3 
Phe.Am.Gln.Val.Cvs. 
Estas secuencias están basadas en los trabajos de Wein 
Hobson (12). P1, P2 y P3 provienen de éstas mediante 
tratamientos químicos que estabilizan las estructuras 
secundarias y terciarias (2'3). las cuales mejoran sustancial- 
mente su inmunoreactividad para ensayos en fase sólida. 
Los péptidos sintéticos fueron provistos genero- 
samente por el Laboratorio Alpha Diagnostics. 
Cobertura 
Las placas para microelisa (Nunc 4-69914) se 
cubren con unasolución decarbonatoy bicarbonato 
pH 9,6 (17), en la cual se halla disuelta la mezcla 
de péptidos sintéticos a una concentración final 
de 1 pg por foso. Se añaden 100 p1 por foso de 
la solución de péptidos y se incuba la placa a 
37°C para asegurar la adsorción de los péptidos 
a la matriz de poliestireno. 
Pacientes y muestras 
Para este estudio se conformó un panel de 300 
sueros; 100 pertenecientes a pacientes infectados 
por VIH y pacientes con SIDA, recolectados en 
el Laboratorio de lnmunologia del Hospital de 
San José, y en otros centros hospitalarios y 
laboratorios clinicos de Santafé de Bogotá. El 
panel se completa con 200 sueros de donantes 
sanos que fueron empleados como muestras 
negativas. Lossuerosse alicuotaron y almacenaron 
a -22'6 hasta el momento de su uso. 
Todas las muestran fueron corridas siemnre nor 
~ ~ ~~ 
~ , - ~  - , - - ~  
p24 del virus de inmunodeficiencia humana tipo duplicado y numeradas por una tercera persona, 
1 y p36 del VIH tipo 2 (12, 1% empleando el deformaquedurantelasiembradelasmuestras, 
método inicialmente desarrollado por Merrifield nohubieramaneradedistinguirlossuerospositivos 
(14). Los péptidos seleccionados (P1 , P2 y P3) de los neqativos. 
- 
se escogieron con base en el cálculo de hidro- 
fobicidad y en que ellos representan secuencias Ensayo inmunoenzimático 
altamenteconservadas entre diversas cepas de Se añaden 100 microlitros (pl) por foso de suero 
VIH (15). Las secuencias originales de P1, P2 y diluido (1120) en buffer fosfato salino (PBS) pH 
P3 se muestran en la tabla 1. 7,4 con albúmina bovina sérica (BSA) al 1%; se 
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incuba la placa durante 10 minutos a 37°C (18). Reactividad 
Posteriormente, se efectúan cinco lavados con 
PBS al cual se le adiciona 0,05% de Tween 20 
(PBS-T). Se añaden 100 yl por foso de anti IgG 
humana acoplada a peroxidasa (Sigma A-8775), 
diluida (111000) en PBS-BSA y se incuba 
nuevamente durante 10 mlnutos a 37°C. Se lava 
la placa otras cinco veces con PBS-T. Para el 
revelado de la reacción, se prepara unasolución 
añadiendo una pastillade o-fenilendiamina (OPD 
Sigma P 6912) a 5 mililitros de buffer citrato- 
fosfato pH 5,O con 30 y1 de H202 al 36% y de ésta 
se añaden 100 p1 porfoso. La reacción se revela 
atemperaturaambientepor2 minutosenoscuridad 
y se detiene con 50 yl de H2S042N. La lectura 
se lleva a cabo en un lector para microplacas 
(Titertek multiskan plus MK II) empleando un 
filtro de 492 nm. 
El punto de corte se calcula sumando al valor 
promedio de absorbancia de los negativos, dos 
desviaciones estándar. 
La sensibilidad se determina a partir del número 
de sueros positivos para VIH del panel que 
resultaron positivos por el microelisa rápido y la 
especificidad a partir del número de sueros de 
donantes sanos que resultaron negativos por el 
mismo método (1 9). 
Resultados 
Sensibilidad 
En el ensayo inicial del panel de 100 sueros de 
pacientes infectados por virus de inmunode- 
ficiencia humana (VIH), 99 de ellos resultaron 
ser seropositivos cuando se probaron con el 
sistema de microelisa rápido, como se muestra 
en la tabla 2, siendo la sensibilidad del método 
del 99%. 
Especificidad 
Se encuentra una marcada diferencia entre la 
reactividad de los sueros positivos a VIH y los 
negativos, cuando los correspondientes valores 
de densidades ópticas son comparados (verfigura 
l), ata1 puntoquees posible, sin ningunadificultad, 
generar un resultado cualitativo por simple 
inspección visual. 
Discusión de resultados 
Los resultados demuestran que la mezcla de 
péptidos sintéticos P1, P2 y P3 empleados como 
antígenos en este microelisa rápido, presenta 
una elevada capacidad para la detección de 
anticuerpos específicos antiVIH, con una 
Tabla 2. Sensibilidad y especificidad del rnicroelisa de 
~éotidos intéticos de VIH 1 v 2. 
Muestras Donantes sanos Pacientes infectados por VlH 
Negativas 200 1 
Borderline O O 




Ningunode lossueros pertenecientes adonantes 
normales resultó seropositivo cuando fueron Pacientes Donantes 
probados con este método, definiéndose asi una infectados sanos 
especificidad del 100% para este sistema de 
diagnóstico rápido (tabla 2). Indicando esto que Fisura 1. El promediode lecturaydensidadesópticasa492 
nm para los sueros nonnales fue de 0,125. El punto de corte estas muestras 'Ontienen anticuerpos (PC)secalculósumandoadichopromediodosdesviaciones IgG antiVIH. estándar, obteniéndose asi un PC = 0,336. 
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sensibilidad del 99% y una especificidad del 
100%cuandose encuentran con un panel de 100 
sueros seropositivos y 200 de donantes norma- 
les. Este resultadopuedeatribuirsealossiguientes 
hechos: a) los péptidos corresponden a regiones 
inmunodominantes y COnse~adas; b) elevada 
cantidad de antígenos puros presentes en el 
ensayo; c) los antígenos P1, P2 y P3 están libres, 
dadalanaturalezadelosmismos, decontaminantes 
inmunológicamente detectables. 
Porotro lado, cabe anotarque estos altosvalores 
de sensibilidad y especificidad se determinaron 
con base en el panel de sueros empleados, así 
que una estimación más real debe hacerse 
mediante un estudio de campo en el cual se 
cuente con un mayor número de muestras; pero 
estos resultados iniciales dan una indicación 
clara de las ventajas del método empleado, las 
que permiten utilizarlonosolamentecomo prueba 
primario para tamizaje de la sangre, sino además 
como un paso intermedio en el algoritmo de 
confirmaciónde loscasospositivos. Esto permitiría 
disminuir el número de Western blot a realizar, 
descartando con este sistema de microelisa un 
porcentaje de los falsos positivos que hayan 
surgido productodel tamizaje primarioqueemplee 
otra fuente de antígenos (ej. lisados virales, 
proteínas recombinantes completas). 
En cuanto al suero del grupo de seropositivos y 
de pacientes con SlDA que resultó negativo con 
el microelisa rápido, hay que anotar que éste 
pertenecíaa un paciente terminal de SlDAel cual 
previamente había sido probado con un estuche 
comercial (Abbot recombinant EIA) resultando 
también negativo. Esto ilustra el hecho estable- 
cido de que algunos pacientes terminales de 
SlDA no presentan títulos de anticuerpos anti 
VIH detectables por ELlSA o microelisa. Cabe 
anotar que esta muestra se tomó una semana 
antes de la muerte del paciente. 
empleando un péptido de 12 mercorrespondiente 
a la región comprendida de los aminoácidos 589 
a 609 de la gp 41 de HIV-1, encuentran una 
sensibilidad del 99,2%con un panel de 53 sueros 
VIH positivos y una especificidad del 100% con 
sueros de 30 donantes sanos. Wang y colabora- 
dores @), empleando un péptido sintético de 
gp41 -SM284- correspondiente a la región inmu- 
nodominante comprendida entre los amino- 
ácidos 589 a 606, determinan un 98.3% de 
reactividad con suerosdepacientesVIH 
y ninguna reactividad con un panel de 11 8sueros 
de donantes normales. Como se puede notar, la 
sensibilidad y especificidad de estos ensayos es 
muy elevada aun cuando emplean solamente 
péptidos sintéticos de gp 41 como antígeno, que 
comprenden desde el 589 hasta el 609, región 
dentro de la cual está el péptido P1 de la mezcla 
empleada en nuestro ensayo. 
Las ventajas del uso de múltiples epítopes se 
notan en los resultadosdeThorn y colaboradores 
(1 O), quienesempleando un antígeno recombinante 
único, el CBre3, diseñado a partir de secuencias 
inmunorreactivas de las proteínas gp120 y gp41 
de VIH-1, encuentran que dicho antígeno pre- 
senta un 100% de sensibilidad y un 100% de 
especificidadempleando0,25densidadesópticas 
como valor mínimo para las muestras positivas, 
las cuales estaban clasificadas en este ensayo 
desdeseropositivos asintomáticos hastapacientes 
con SlDA en el estadio Walter Reed III. Desde 
este punto de vista, nuestro ensayo tendría una 
sensibilidad y especificidad igual al del CBre3. 
De ello se desprende que la aproximación más 
correcta es la de emplear múltiples epítopes con 
fines diagnósticos, dado que de esta forma se 
pueden detectar otros anticuerpos anti VIH que 
se pasan por alto cuando se emplea un solo 
determinante como antígeno. Esta es la razón 
por lacualen nuestroensayoseemplean, además 
del péptido P1 correspondiente a un epítope de 
Ahora bien, cuando comparamos los resultados gp41 deVIH-1, otropéptido, el ~ 2 d e ~ 2 4 , ~ a i i e n d o  
obtenidos con el microelisa rápido con los de la base de que existe un reconocimiento 
resultados de otros ensayos inmunoenzimáticos temprano de esta proteína en el proceso de 
reportados, que emplean también péptidos infecciónporVIH.Tambiénseagregaalamezcla 
sintéticos,encontramosquenuestrométodorápido el péptido P3, correspondiente a una región 
posee una sensibilidad y una especificidad inmunorreactiva de p36 de VIH-2 (9), debido al 
equiparable a éstos. Gnann y colaboradores (10) avance que tiene la infección por este segundo 
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virus en el mundo. 
Este abordaje multiepitópico tiene unaclara base 
biológica; los análisis de seroconversión 
demuestran que los individuos afectados 
desarrollan anticuerpos contra más proteínas del 
virus durante el transcurso de la infección. 
De otra parte, cuandosecomparan los resultados 
obtenidos con el microelisa rápido con los del 
sistema recombinante cubano, tal vez el primer 
estuche diagnóstico hecho en América Latina, 
seencuentraunamayorespecificidaddelmicroelisa 
rápido: 100% versus 98,7% del sistema recom- 
binante cubano (20), el cual tiene las proteínas 
p24 y gp41 clonadas y expresadas en E. coli 
Esta diferencia puede explicarse si se tiene en 
cuenta que cuando se obtienen los determinan- 
tes antigénicos unidos a grandes proteínas de 
fusión, se generan determinantes antigénicos 
inespecíficos lo que implica una disminución de 
laespecificidad del método. De allílaventajaque 
poseen los sistemas de tercera generación, en 
los cuales se emplea solamente la secuencia 
correspondiente al determinante o determinan- 
tes elegidos como antígenos para sensibilizar la 
fasesólidadondese llevaacaboel inmunoensayo. 
El microelisa que hemos desarrollado, el primero 
en el país, posee características que lo hacen útil 
tanto en laboratorios o clínicas sencillas de áreas 
apartadas, como en sitios especializados bien 
equipados, para elaborar tamizajes dentro de 
poblaciones tanto generales como de riesgo, así 
como también para la confrontación serológica 
en los pacientes que se sospeche infectados por 
VIH. 
Tiene una ventaja adicional no despreciable, la 
rapidez; la gran mayoría de los estuches de 
ELlSA o microelisa necesitan al menos 1 hora de 
incubación antesdetener un resultado; el microelisa 
rápido obtiene dicho resultado en sólo veinte 
minutos, con una sensibilidad y especificidad 
mayor, debido a que emplea péptidos sintéticos 
acoplados a microplacas de alta afinidad, lo cual 
lo hace muy útil en centros de donación de 
órganos, clínicas para tratamiento de enferme- 
dades de transmisión sexual y de uso de drogas, 
cuales se requieren resultados para las pruebas 
de VIH con elevada sensibilidad y especificidad, 
pero sobre todo, con suma prontitud, dado el 
nivel de urgencia para la toma de decisiones que 
es mandatoria en tales centros (21, 22). 
Así, nuestro sistemade microelisa conjuga en un 
soloestuche, laelevadasensibilidady especificidad 
del ELlSAomicroelisacon lasinnegablesventajas 
de laspruebasdenominadas rápidas (<30 minutos) 
(21). Es este el primer paso de un desarrollo 
tecnológico que debe ser continuo. 
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